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めて低濃度のアセチルコリン (ACh) で刺激することにより細胞内 Ca2+濃度が増加し、管腔側の
Ca2+感受性 Cl チャネルが活性化することにより Cl一分泌とそれに伴う水分分泌(基礎分泌)が惹起
されることが知られている。本研究ではこの分泌に対する外的調節因子として自然免疫において重





オン電流の形としてパッチクランプ法を用い測定したD ここに外的調節因子としての TLR2、 TLR3
及び TLR4 の各リガンドを上乗せしイオン電流に対する影響を測定し、更に各種阻害剤を前投与し
TLR シグナルの細胞内伝達経路を検討した。また関与する受容体の発現を RT-PCR および免疫染色
にて検討した。
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【結果}検討した TLR リガンドのうち TLR4 リガンドであるリポポリサッカライド (LPS) のみが
気道粘膜下腺に対して用量依存的にイオン電流を有意に増強した。この増強効果は TLR4 桔抗薬、
及び抗 TLR4 ブロッキング抗体によりほぼ完全に消失した。 TLR4 の気道粘膜下腺における発現は
mRNA レベルおよび蛋白レベルで、確認された。以上から LPS は TLR4 との結合を介して気道分泌
を増強することが明らかとなった。次に TLR4 シグナルによる気道分泌増強効果の細胞内機序に関
して検討した。 NO 合成酵素阻害剤あるいは cGMP 依存性フ。ロテインキナーゼ (cGK) 阻害剤によ
って、 LPS によるイオン電流増強効果はほぼ完全に消失した。細胞内における NO 合成量を NO 感
受性蛍光プローブで経時的に測定した実験では、 ACh 単独群に比べ ACh+LPS 群において有意に細
胞内 NO 合成が増強した。これらの結果より TLR4 シグナルによるイオン電流増強効果は
NO/cGMP/cGK が関与していることが示唆された。ちなみに LPS 単独刺激ではイオン電流を惹起せ
ず、また細胞内 Ca2+濃度を低濃度の約 250nMに固定した条件下でも LPS によるイオン電流の増強
効果を認めたことより、 TLR4 シグナルは Ca2+感受性 cr チャネルの Ca2+に対する感受性を増強し
ていることが示唆された。













る研究(低濃度のアセチルコリン (ACh) 刺激で細胞内 Ca2+濃度増加し、管腔側 Ca2+感受性 Clーチャネノレ
が活性化により Cl一分泌、水分分泌(基礎分泌)が充進)を踏まえ、この分泌に関する外的調節因子として、自
然免疫系 Toll 様受容体 (TLR) に注目し、その関与を検討した。
【方法]①パッチクランプ法:ブタ気道粘膜下腺細胞を単離し、低濃度 ACh 刺激による水・電解質の基礎分
泌を微弱なイオン電流として測定。②外的調節因子としての TLR2、 TLR3 及び TLR4 の各リガンドを上乗せ
しイオン電流に対する影響を測定し、更に各種阻害剤を前投与し TLR シグナノレの細胞内伝達経路を検討。③
関与する受容体の発現を R予PCR および免疫染色にて検討。
【結果]① LPS は TLR4 との結合を介して気道分泌を増強する
i ) TLR4 リガンドのリポポリサッカライド (LPS) のみ用量依存的に気道粘膜下腺イオン電流を有意に増強。
五)本増強効果は TLR4 措抗薬、抗 TLR4 ブロッキング抗体によりほぼ完全に消失。 TLR4 の気道粘膜下腺に
おける発現は mRNA レベル、蛋白レベルで確認。
② TLR4 シグナルによるイオン電流増強効果は NO/cGMP/cGK が関与
i) NO 合成酵素阻害剤あるいは cGMP 依存性プロテインキナーゼ (cGK) 阻害剤によって、 LPS によるイ
オン電流増強効果はほぼ完全に消失。話) NO感受性蛍光プロープで経時的に細胞内 NO 合成量測定し、 ACh
単独群に比べると ACh+LPS 群で有意に細胞内 NO 合成が増強。
③ TLR4 シグナルは Ca2+感受性 Clーチャネルの Ca2+に対する感受性を増強
i) LPS 単独刺激ではイオン電流を惹起せず。註)細胞内 Ca2+濃度を低濃度 250nM に固定下でも、 LPS に
よるイオン電流の増強効果を認めた。
本博士論文は、 TLR4 は NO/cGMP/cGK の活性化を介し、 Ca2+感受性 Clーチャネルの Ca2+感受性を増強
することで生理的気道分泌を即時的に増強することを解明した。下気道細菌感染時に気道粘膜下腺細胞は
TLR4 シグナノレを介して即時的に水分分、泌を増強し、粘液バリアの増加、粘液線毛運動促進等に働き、初期免
疫に携わるという自然免疫機構の一端を明らかにしたものであり、優れて学位に値する。
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